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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft neue Plasminogenaktivator-Derivate, ihre Herstellung und Verwendung von Therapeu- 
tika zur Behandlung von thromboembolischen Erkrankungen bei erhohtem Blutungsrisiko. Die Erfindung 
betrifft ebenso Verfahren zur Herstellung dieser Varianten und pharmazeutische Zusammensetzungen, welche 
diese Varianten enthalten. 

Gewebsplasminogenaktivator (t-PA) ist eine aus mehreren Domanen bestehende Serinprotease, welche die 
Umwandlung yon Plasminogen in Plasmin katalysiert und zur fibrinolytischen Therapie verwendet wird. 

Es sind eine Vieb^hl von t-PA- Varianten und Mutationen bekannt, vgl beispielsweise die Obersichtsartikel 
TJ.R. Harris (19&7){i) und J. Krause (1988) (2). 

Unter anderem ist bekannt, daB die Fibrinolyse teilweise durch die Interaktion zwischen t-PA und Plasmino- 
genaktivator- Inhibitor 1 (PAI-1, ein Serinprotease-Inhibitor aus der Serpinfamilie) reguliert wird. Die Bindung 
von PAI-1 an t-PA erfolgt im wesentlichen tiber die Aminosauren 296—302. Eine Mutation dieses Bereichs 
vermindert den inhibitorischen EinfluB von PAI-1 auf t-PA (EX. Madison et al. (1990) (3)). Zum Mechanismus der 
Interaktion zwischen dem Aminosaurebereich 296—302 von t-PA mit PAI-1 wurden umfangreiche Untersu- 
chungen durchgefiihrt (vgl. auch E.L. Madison, Nature 339 (1989) 721—723 (4), R.V. Schohet, Thrombosis and 
Haemostasis71 (1994) 124-128 (S), CJ. Refino, Thrombosis and Haemostasis 70(1993) 313-319(6), N.F. Paoni, 
Protein Engineering 6 (1993) 529—534 (7) und Thrombosis and Haemostasis 70 (1993) 307—312 (8), W.F. Bennett, 
J. Biol. Chem. 266 (1991) 5191 - 5201(9), D. Eastman, Biochemistry 31(1992) 419-422) (10). 

tP A- Varianten, bei deren Anwendung eine verminderte Blutungshaufigkeit auftritt, sind in der 
WO 93/24635 (1 1) und von BA. Keyt et aL, P.N.A.S. USA 91 (1994) 3670-3674 beschrieben. Diese t-PA- Varian- 
ten besitzen eine zusatzliche Glykpsylierungsstelle an den Aminosaurepositionen 103—105. Zusatzlich k6nnen 
diese t-PA- Variant en eine Modification an den Aminosauren 296—302 aufweisen, wodurch die Fibrinspezifitat 
erhdht wird. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es, weitere t-PA-Derivate zur Verfiigung zu stellen, die bei der 
Anwendung verminderte Blutungskomplikationen zeigen. 

Die Aufgabe der Erfindung wird gelost durch ein nicht-glykosyliertes Gewebsplasminogenaktivator-Derivat, 
welches die wesentlichen Teile mindestens einer Kringledomane und einer B-Kette von t-PA enthalt, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Aminosauren 296—299 (Lys-His-Arg-Arg) jeweils gegen die Sequenz Ala-Ala-Ala-Ala 
ausgetauscht sind. 

Derartige Plasminogenaktivatoren zeigen keine verbesserte Fibrinspezifitat wie sie das analoge glykosylierte 
und an Position 296—299 modifizierte t-PA besitzt und sind zudera in vitro weniger aktiv als unmodifizierte 
Derivate oder Wildtyp-Plasminogenaktivator. Oberraschenderweise zeigt sich jedoch bei der Anwendung der 
erfindungsgemaBen Plasminogenaktivator- Varianten ein deutlich vermindertes Blutungsrisiko und eine erhohte 
in vivo- Aktivitat, wahrend die Aktivitat in vitro deutiich reduziert ist. 

Nicht modifizierter t-PA besteht in seiner im Plasma vorkommenden Form aus 527 Aminosauren und kann 
durch Plasmin in zwei Ketten, die dann noch uber eine Disulfidbrucke zusammengehalten werden, gespalten 
werden. Die A-Kette (auch schwere Kette genannt) besteht aus vier strukturellen Domanen. Die Fingerdomane 
(Aminosauren 1 —49) zeigt gewisse Ahnlichkeiten mit den Fingerstrukturen in Fibronektin. Die Growth- Factor- 
Domane (Aminosauren 50— 86) ist in gewissem Umfang homolog zu murinen und humanen epidermalen 
Wachstumsfaktoren. Die beiden Kringledomanen (Aminosauren 87— 175 und 176—262) sind im groBen Umfang 
homolog zur vierten und funften Kringledomane von Plasminogen. Die Finger- und KringIe-2-Domanen von 
t-PA sind in der Fibrinbindung und in der Stimulation der proteolytischen Aktivitat durch Fibrin besonders 
involviert. Die B-Kette von t-PA (Aminosauren 276—527) ist eine Serinprotease und weitgehend homolog zu 
den B-Ketten von Urokinase und Plasmin (TJ.R. Hairis (1987) (1) und J. Krause (1988) (2). Unter den wesentli- 
chen Teilen der Domanen sind die Aminosaurebereiche zu verstehen, welche fur die biologische Wirksamkeit 
des Plasminogenaktivators erforderlich sind. 

Vorzugsweise sind in den erfindungsgemaBen Plasminogenaktivator-Derivaten die Finger- und/oder die 
Growth-Factor-Domane deletiert In den erfindungsgemaBen Derivaten sind die Kringledomanen entweder 
beide erhalten, nur eine Do mane erhalten (vorzugsweise die K2-Domane) oder es ist eine der Domanen 
(vorzugsweise Ki oder K2) mehrfach (vorzugsweise veYdoppelt) vorhanden. 

Die Herstellung der erfindungsgemaBen t-PA- Varianten kann nach den dem Fachmann gelaufigen Methoden 
erfolgen. Vorzugsweise werden die erfindungsgemaBen Verbindungen gentechnologisch hergestellt Ein derarti- 
ges Verfahren ist beispielsweise in der WO 90/09437 (25), EP-A 0 297 066 (26), EP-A 0 302 456 (27), EP- 
A 0 245 100 (28) und EP-A 0 400 545 (29), welche Gegenstand der Offenbarung fur derartige Herstellverfahren 
sind, beschrieben. Danach werden die Mutationen an Position 296—299 durch "oligonucleotide-directed site- 
specific mutagenesis" in die cDNA von t-PA oder einem Derivat davon eingefuhrt. Die "site -specific mutagene- 
sis" ist beispielsweise von Zoller und Smith (1984) (12), modifiziert nach T.A. Kunkel (1985) (13)) und Morinaga et 
al. (1984) (19) beschrieben. Ebenso geeignet ist das Verfahren der PCR-Mutagenese, welches beispielsweise in 
Ausubel et al.( 1991) (30) beschrieben ist. 

Die Nukleinsauresequenz des erfindungsgemaBen Proteins kann zusatzlich noch modifiziert sein. Derartige 
Modifikationen sind beispielsweise: 

Veranderung der Nukleinsauresequenz, um verschiedene Erkennungssequenzen von Restriktionsenzymen zur 
Erleichterung der Schritte der Ligation, Klonierung und Mutagenese einzufOhren 
Veranderung der Nukleinsauresequenz zum Einbau von bevorzugten Codons fur die Wirtszelle 
Erganzung der Nukleinsauresequenz, um zusatzliche Regulations- und Transkriptionselemente, um die Expres- 
sion in der Wirtszelle zu optimieren. 

Die auf diese Weise erhaltene Nukleinsaure dient zur Expression des erfindungsgemaBen t-PA- Deri vats, 
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wenn sie auf einem fur die verwendete Wirtszelle geeigneten Expressionsvektor yorhanden ist. 

Alle weiteren Verfahrensschritte zur Herstellung von geeigneten Expressionsvektoren und zur Expression 
sind Stand der Technik und dem Fachmann gelaufig. Beschrieben sind derartige Methoden beispielsweise bei 

Sa D^ r Hers?eflung 9 del ( er l findungsgemaBen, nicht glykosylierten t-PA-Derivate erfolgt entweder in eukaryonti- 
schen Wirtszellen, wobei das dabei zunachst gewonnene glykosylierte Produkt durch dem Fachmann gelaufige 
Methoden deglykosyliert werden muB, oder vorzugsweise durch Expression in nicht glykosylierenden Wirtszel- 
len, besonders bevorzugt in prokaryontischen Wirtszellen. 

Als prokaryontische Wirtsorganismen sind beispielsweise E. coli, Streptomyces spec oder Bacillus subtilis 
geeignet. Zur Herstellung der erfindungsgemaBen Proteine werden die Prokaryontenzellen m ublicher Weise 
fermentiert und nach AufschluB der Bakterien das Protein in ublicher Weise isohert. Falls das Protein in maktiver 
Form (Inclusion Bodies) anfallt, wird es nach den dem Fachmann gelaufigen Verfahren solubilisiert und natunert. 
Ebenso ist es nach den dem Fachmann gelaufigen Methoden mdglich, das Protein als aktives Protein aus den 
Mikroorganismen zu sekretieren. Ein hierfur geeigneter Expressionsvektor enthalt vorzugsweise erne Signalse- 
auenz die fur die Sekretion von Proteinen in den verwendeten Wirtszellen geeignet ist, und die Nukleinsaurese- 
auenz welche fur das Protein codiert. Das mit diesem Vektor exprimierte Protein wird dabei entweder m das 
Medium (bei gram-positiven Bakterien) oder in den periplasmatischen Raum (bei gram-negativen Bakterien) 
sekretiert Zwischen der Signalsequenz und der fur das erfindungsgemaBe t-PA-Deriyat codierenden Sequenz ist 
zweckmaBig eine Sequenz enthalten, die fur eine Spaltstelle codiert, die entweder bei der Prozessierung oder 
durch Behandlung mit einer Protease die Abspaltung des Proteins erlaubt. 

Die Auswahl des Basisvektors, in den die fur das erfindungsgemaBe t-PA-Denvat codierende DNA-Sequenz 
eingebracht wird, ist abhangig von den spater zur Expression verwendeten Wirtszellen Geeignete Plasmide 
sowie die Minimalanforderungen, die an ein derartiges Plasmid gestellt werden (z. B. Rephkationsursprung, 
Restriktionsschnittstellen), sind dem Fachmann gelaufig. Im Rahmen der Erfindung konnen auch anstelle ernes 
Plasmids ein Cosmid, die replikative doppelstrangige Form von Phagen (>, M13) oder andere dem Fachmann 
bekannte Vektoren verwendet werden. . . 

Bei der Herstellung der erfindungsgemaBen t-PA-Derivate in Prokaryonten ohne Sekretion ist es bevorzugt, 
die sich bildenden Inclusion Bodies von den loslichen Zellpartikeln abzutrennen, die t-PA enthaltenden Inclusion 
Bodies durch Behandlung mit Denaturierungsmitteln unter reduzierenden Bedingungen zu solubilisieren, an- 
schlieBend mit GSSG zu derivatisieren und das t-PA-Derivat durch Zugabe von GSH und von Denaturierungs- 
mitteln in nicht denaturierender KLonzentration oder von L-Arginin zu renaturieren. Derartige Jerfahren zur 
Aktivierung von t-PA und Derivaten aus Inclusion Bodies sind beispielsweise in der EP-A 0 219 874 ^15) una 
EP-A 0 241 022 (16) beschrieben. Es konnen jedoch auch andere Verfahren zur Gewinnung des aktiven Proteins 
aus den Inclusion Bodies verwendet werden. . . . 

Vorzugsweise erfolgt die Aufreinigung der erfindungsgemaBen t-PA-Derivate m Anwesenheit von L-Argmin, 
insbesondere bei einer Arginin-Konzentration von 10— 1000 mmol/L 

Die Abtrennung von Fremdproteinen erfolgt vorzugsweise durch Affinitatschromatographie und besonders 
bevorzugt uber eine Adsorbersaule, an der ETI (Erythrina trypsin Inhibitor) immobihsiert ist. Als Tragermatenal 
wird beispielsweise Sepharose* verwendet Die Reinigung ttber eine ETI- Adsorbersaule hat den Vorteil, dafi das 
ETI-Adsorbersaulenmaterial direkt aus dem konzentrierten RenaturiemngsansaU sogar in Gegenwart von so 
hohen Arginkonzentrationen wie 0,8 mol/1 Arginin beladen werden kann. Vorzugsweise erfolgt die Reinigung 
der erfindungsgemaBen Plasminogenaktivatoren uber eine ETI-Adsorbersaule in Gegenwart von 0,6-0,8 mol/1 
Arginin. Die dabei verwendete Losung hat vorzugsweise einen pH von uber 7, besonders bevorzugt zwischen 7,5 

U, D?e 6 Elution der erfindungsgemaBen t-PA-Derivate von der ETI-Saule erfolgt durch pH-Erniedrigung sowohl 
in Gegenwart als auch in Abwesenheit von Arginin unter Bedingungen, in denen die erfindungsgemaBen 
tPA-Derivate gut loslich sind. Vorzugsweise liegt dabei der pH-Wert im sauren Bereich, besonders bevorzugt 
zwischen pH 4,0 und 5,5. . . , 

Die erfindungsgemaBen t-PA-Varianten konnen zur Herstellung von Therapeutika in , einer dem Fachmann 
gelaufigen Weise formuliert werden, wobei die erfindungsgemaBen Verbindungen ublicherweise mit emem 
Pharmazeutisch vertraglichen Trager kombiniert werden. Solche Zusammensetzungen enthalten typischerweise 
eine effektive Menge von 0,3-7 mg/kg, vorzugsweise 0,7-5 mg/kg und besonders bevorzugt l-3mg/kg 
Kdrpergewicht als Dosis. Die therapeutischen Zusammensetzungen liegen Ublicherweise als sterile, waBnge 
Losungen oder sterile, losliche Trockenformulierungen wie Lyophilisate vor. Die Zusammensetzungen enthalten 
ublicherweise eine geeignete Menge eines pharmazeutischen akzeptablen Salzes, mit der eine isotoniscne 
Losung hergestellt wird. Weiter konnen Puffer wie Argininpuffer, Phosphatpuffer zur Stabilisierung eines 
geeigneten pH-Wertes (vorzugsweise 5^-74) verwendet werden. Die H6he der Dosienmg der erfindungsge- 
maBen Verbindungen ist durch jeden Fachmann ohne weiteres zu ermitteln. Sie hangt beispielsweise ab von der 
Art der Anwendung (Infusion oder Bolus) und der Dauer der Therapie. Aufgrund ihrer verlangerten Halbwert- 
szeit sind die erfindungsgemaBen Verbindungen besonders geeignet fur eine Bolusanwendung (Einmalbolus, 
Mehrfachbolus). Eine geeignete Form fur eine Bolusanwendung ist beispielsweise eine Ampulle, welche 
25-1000 mg erfindungsgemaBe Verbindung, Arginin und Puffer enthalt. Die Anwendung erfolgt vorzugsweise 
intravenos, aber auch subkutan, intramuskular oder intraarterielL . 

Die erfindungsgemaBen Verbindungen werden vorzugsweise als Mehrfachbolus angewendet Geeignete 
Zeitintervalle sind zwischen 20 und 180 Minuten, besonders bevorzugt ist ein Intervall zwischen 30 und 90 Minu- 
ten und ganz besonders ist ein Intervall zwischen 30 und 60 Minuten bevorzugt 

Die erfindungsgemaBen Verbindungen eignen sich insbesondere zur Behandlung von alien thromboemboli- 
schen Erkrankungen, wie z. B. akuter Herzinfarkt, Hirninfarkt, Lungenembolie, tiefe Bemvenenthrombose, 
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akuter arterietler VerschluB usw. Besonders bevorzugt werden die erfindungsgemaBen Verbindungen zur 
Behandlung von subchronischen thromboembolischen Erkrankungen, bei denen eine langere Thrombolyse 
durchgefQhrt werden muB, angewendet 

Es ist bevorzugt, die erfindungsgemaBen Verbindungen in {Combination mit einem Hemmstoff der Gerinnung 
(Antikoagulans), wie z. B. Heparin oder Hirudin und/oder einem Hemmstoff der Plattchenaggregation anzuwen- 
den, wodurch die GefaBoffnungswirkung bei geringen Nebenwirkungen gesteigert wird. 

Die folgenden Beispiele und Abbildungen erlautern die Erfindung weiter. 

Fig. 1 zeigt die Clot-Lyse-Aktivitat von r-PA (Kurve I), r-PA (KHRR296— 299AAAA) (Kurve II) und CHO- 
tPA (Kurve III) in Abhangigkeit von der Proteinkonzentratioit 

Fig. 2 zeigt die Fibrinbindung von r-PA (Kurve I), r-PA (KHRR296 — 299 AA AA) (Kurve II) und CHO-tPA 
(Kurve III) in Abhangigkeit von der zugesetzten Menge an Fibrinogen. 

Fig. 3 zeigt die Hemraung von CHO-tPA (Kurve I), r-PA (Kurve II) und r-PA (KHRR296— 299AAAA) (Kurve 
III) in Abhangigkeit von der P Al- 1 -Konzentration. 

Beispiel 1 
Expression in E. coli 
a) Konstruktion des Expressionsplasmids 

Das Ausgangsplasmid pA27fd, beschrieben in EP-A 0 382 174 (17), wobei diese Veroffentlichung Gegenstand 
der Offenbarung ist, enthalt die folgenden Komponenten: tac-Promoter, iac-Operatpr-Region mit einem ATG- 
Startcodon, die codierende Region fur das t-PA-Derivat rPA, bestehend aus der KringIe2-Domane (K2) und der 
Protease-Domane (P), und den fd-Transkriptionsterminator; der Ausgangsvektor ist das Plasmid pKK223-3, 
welches in der EP-A 0 382 1 74 ( 1 7) beschrieben ist 

Zur Einfuhrung der Mutation in die fur das Derivat codierende Sequenz, namlich der Austausch der Amino- 
sauren KHRR gegen A AAA in den Positionen 296—299 (Zahlung der Aminosauren gemaB Pennica et al.(1983) 
(18)) wird im wesentlichen die Methode von Morinaga et al. (1984) (19) durchgefQhrt Das nach Mutagenese 
erhaltene Derivat wird im weiteren als rPA (KHRR296— 299AAAA), abgekiirzt rPA (KHRR), bezeichnet Zur 
Heteroduplexbiidung werden aus pA27fd zwei Fragmente isoliert Fragment A: pA27fd wird mit dem Restrik- 
tionsenzym EcoRI gespalten. Die Spaltprodukte werden gelelektrophoretisch aufgetrennt und das gr6Bte 
EcoRI-Fragment aus dem Gel eluiert Fragment B: Plasmid pA27fd wird mit dem Restriktionsenzym Pvul 
linearisiert und ebenfalls nach Gelelektrophorese praparativ erhalten. Fur die Mutagenese wird das folgende 
Oligonukleotid synthetisch hergestellt: 

5' CATCTTTGCCGCGGCAGCTGCATCGCCCGGAG 3' (SEQ 1 1) NO:l) 

Zur Heteroduplex-Bildung werden Fragment A, Fragment B (je 450 fmol) und das Oligonukleotid (75 pmol) 
gemischt und in Gegenwart von 50 mmol/1 NaCl, 10 mmol/1 Tris-HCl pH 7,5 und 10 mmol/l MgS0 4 zunachst drei 
Minuten bei 100°C inkubiert und sofort auf Eis Qberfuhrt Die Renaturierung der DNA erfolgt fur 30 Minuten 
bei 60° C. Zur Reparatursynthese wird dem Heteroduplex f olgendes hinzugef ugt: 

Desoxynukieotidtriphosphat (0,25 mmol/l), ATP (1 mmol/1), NaCl (100 mmol/1), Tris-HCL pH 7,5 (6,5 mmol/1), 
MgCb (8 mmol/I), p-Mercaptoethanol (1 mmol/1), Klenow-Fragment der DNA-Polymerase aus E. coli (0, 125 
U/jil Ansatz) und T4-Ligase (0,1 U/jxl Ansatz). Die Reparatursynthese erfolgt fur mindestens 4 Stunden bei 16°C 
AnschlieBend wird dieser Ansatz zusammen mit dem Expressionshilfsplasmid Plasmid pUBS520, beschrieben in 
Brinkmann et al. (1989) (20) und EP-A 0 373 365 (22) (wobei diese Veroffentlichungen Gegenstand der Offenba- 
rung sind) in E. coli (z. B. C600+, vgl EP-A 0 373 365 (22)) transformiert Die Transformanten werden durch 
Zugabe von Ampicillin und Kanamycin (jeweils 50 |ig/ml) zum Nahrmedium selektioniert Das erhaltene Plas- 
mid wird mit pA27Ala bezeichnet. Es unterscheidet sich vom Ausgangsplasmid durch den Austausch der Codons 
fur die Aminosauren KHRR durch AAAA und durch eine zusatzliche PvuII-Schnittstelle an der Mutagenesestel- 
le. ' . ' 

b) Expression in E. coli 

Zur Oberpriifung der Expressionsleistung wird der mit den Plasmiden pA27Ala und pUB5520 transformierte 
E. coli-Stamm in LB-Medium (Sambrook et aU 1989, Molecular Cloning, Cold Spring Harbor) (14) in Gegenwart 
von Ampicillin und Kanamycin (jeweils 50 ug/ml) bis zu einer OD bei 550 nm von 0,4 angezilchtet Die Expres- 
sion wird durch Zugabe von 5 mmol/I IPTG (Isopropyl-p-D-H-thiogalactosid) initiiert Die Kultur wird fOr 
weitere 4 Stunden inkubiert. Im AnschluB daran werden die E. coli Zellen durch Zentrifugation gesammelt und in 
Puffer resuspendiert (50 mmol/I Tris-HCl pH 8, 50 mmol/1 EDTA); durch Beschallung wird die Lyse der Zellen 
herbeigefuhrt Durch erneute Zentrifugation werden die unloslichen Proteinfraktionen gesammelt und in oben 
genannten Puffer durch Beschallung resuspendiert Die Suspension wird mit 1/4 Volumen Auftragspuffer 
(250 mmol/I Tris HCi pH 6,8, 10 mmol/I EDTA, 5% SDS, 5% Mercaptoethanol 50% Glycerin und 0,005% 
Bromphenolblau) versetzt und mit Hilfe eines 12.5% SDS-Polyacrylamidgels analysiert Als Kontrolle wird die 
gleiche Preparation mit einer Kultur von E. coli mit den beiden Plasmiden pA27Ala und pUBS520, die nicht mit 
IPTG versetzt worden ist, durchgefQhrt und im Polyacrylamidgel aufgetragen. In der Preparation der IPTG-in- 
duzierten Kultur kann man, nach Anfarben des Geis mit Coomassie Blue R250 (gelost in 30% Methanol und 10% 
Essigsaure), eine deutliche Bande mit einem Molekulargewicht von etwa 40 kD erkennen. Diese Bande ist in der 
Kontrollpraparation nicht vorhanden. 
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c) Soiubilisierung der unldslichen Proteinfraktion (Inclusion Bodies IB's) 

1 00 g IB's (NaBgewicht) werden in 450 ml 0,1 mol/1 Tris-HCl/6 mol/1 Guanidin HCl/0,2 mol/1 DTE (1,4-Dithioe- 
rythrit)/l mmol/1 EDTA pH 8,6 suspendiert und 2,5 h bei 25° C geruhrt. ... 

Nach Einstellen des pH-Werts auf pH 3 mit HC1 (25%) wird erne Dialyse gegen 10 mmol/1 HCI (3 x oO 1, 24 h, 
4° C) durchgefuhrt. 

. - d) Derivatisierung 

Guanidinhydrochlorid (fest) wird vorgelegt, so daB nach Endverdunnung des obengenannten Dialysats mit 
10 mmol/I HCI die Konzentration von Guanidin-HCl 6 mol/1 betragt. r rt ♦ wi 

Der Ansatz wird bei 25°C 1,5 h vorinkubiert, anschlieBend oxidiertes Glutathion (GSSG) auf 0,1 mo\A 
Endkonzentration und Tris-HCl auf 0,05 mol/1 Endkonzentration zugegeben und der pH- Wert mil 5 mol/1 NaOH 
auf pH 93 titriert. Es wird bei 25° C 3,5 h geruhrt. 

Nach Einstellen des pH-Werts auf pH 3 mit HCI (25%) wird erne Dialyse gegen 10 mmol/1 HCI (3 x 1 00 1, 48 h, 
4° C) durchgefuhrt. Nach der Dialyse wird zentrifugiert und der klare Oberstand weiterverarbeitet 

e) Naturierung 

Ein 10-l-ReaktionsgefaB wird mit 0,1 mol/1 Tris-HCl, 0,8 mol/1 L-Arginin, 2 mmol/I GSH (Glutathion, reduzier- 
te Form), 1 mmol/1 EDTA pH 8,5 gefullt. Die Naturierung wird bei 20° C durch 3fache Zugabe von jeweils 100 ml 
Derivat (gemischtes Disulfid s. o.) im Zeitabstand von 24 h durchgefuhrt - 

Der Renaturierungsansatz kann bei Bedarf liber einen Hamodialysator konzentnert werden. 

Beispiel 2 

Vergleich der plasminogenolytischen Aktivitat von r-PA, r-PA (KHRR296-299AAAA) und CHO-t-PA 

r-PA r-PA (KHRR296— 299AAAA) und CHO-t-PA (Actilyse®, rekombinanter glykosylierter t-PA mit der 
vollstandigen Sequenz gemaB Pennica et al. (1983) (18), hergestellt aus CHO-Zellinien) wurden mit 0.01 M 
Tris/HCl pH 7,5, 0,015% Tween 80® so verdiinnt, daB im plasminogenolytischen Assay nach 2 h em vergleicnba- 
rer Extinktionsanstieg erreicht wurde. . 

Die Bestimmung der plasminogenolytischen Aktivitat erfolgte nach der in H. Lill (1987) (23) beschnebenen 
Methode, wobei der Inhalt dieser Publikation Gegenstand der Offenbarung isl 

Ergebnis: Wahrend die "spezifische" plasminogenolytische Aktivitat von r-PA urn den Faktor 2 niednger liegt 
als die von CHO-t-PA, ist die Aktivitat von r-PA (KRR296-299AAAA) urn den Faktor 30-36 gegenuber r-PA 
erniedrigt (vgl. Tabelle 1 bis 3). 

Tabellel 

Plasminogenolytische Aktivitat von r-PA 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 





EdOS nm/2h 


Ctw Cus/ml) 


E/Cp r ot 


mit Stimul. 


0.63 


0.01 


63 


ohne Stimul. 


0.5$ 


0.31 


1.81 



45 



50 



Tabelle 2 

Plasminogenolytische Aktivitat von r-PA (KHRR296— 299AAAA) 



55 





nm/2 h 




E/Ctw 


mit Stimul. 


0.79 


0.38 


2.07 


ohne Stimul. 


0.14 


3.00 


0.05 



60 



65 



5 
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Tabelle 3 

Plasminogenolytische Aktivitat von CHO-t-PA 





E40S Tim/2 h 




E/Cp ro t 


mit StimuL 


0.08 


0.006 


133 


ohne Stimul. 


0.73 


0.23 


3.17 



Beispiel3 

Vergleich der Clot- Lyse- Aktivitat von r-PA, r-PA (KHRR296 — 299 AA AA) und CHO-t-PA 

r-PA, r-PA (KHR296— 299AAAA) und CHO-t-PA wurden mit Puffer auf die in der Tabelle und in den 
Abbildungen angegebenen Konzentrationen eingestellt und ihre Aktivitat im Clot- Lyse -Assay bestimmt 

Durchfiihrung des Clot- Lyse -Assays 

Die Probe wird durch Zugabe von Puffer (0,06 M Na2HP04, pH 7,4, 5 mg/ml BSA (Rinderserumalbumin), 
0,01% Tween® auf die jeweils benotigte Proteinkonzentration eingestellt 0,1 ml der Probe werden mit 1 ml 
Human Fibrinogen- Losung (IMCO) (2 mg/ml 0,006 M Na 2 HP0 4 , pH 7,4, 0,5 mg/ml BSA, 0,01% Tween 80® 
gemischt und 5 min >ei 37° C inkubiert AnschlieBend werden je 100 ul einer Plasminogen- Losung (10 CU/ml 
0,06 M Na 2 HP04/H 3 P04, pH 7,4, 0,5 mg/ml BSA, 0,01% Tween 80®) und einer Thrombin- Losung (30 U/ml 0,06 
M Na 2 HP04, pH 7,4, 0,5 mg/lm BSA, 0,01% Tween 80) hinzugegeben und der Testansatz erneut bei 37°C 
inkubiert Nach 2 min wird eine Teflon®- ICugel auf den Fibrin-Clot aufgelegt und die Zeit gestoppt, bis zu der die 
FCugel den Boden des Test-Rohrchens erreicht hat 

Ergebnis: Wahrend die Clot- Lyse- Aktivitat von r-PA um den Faktor 3—4 gegeniiber der Aktivitat von 
CHO-t-PA reduziert ist, ist die Aktivitat von r-PA (KHRR296— 299AAAA) gegeniiber r-PA nochmals um den 
Faktor 1 00 erniedrigt (Tabelle 4, Fig. 1 ). 

Tabelle 4 



Protein 


Cprnt (Hg/ml) 


Lyse-Zeit (min) 


r-PA 


0.5 


12.3 




0.25 


27.25 




0.125 


49.35 




0.0675 


79 


r-PA (KHRR) 


75 


7.76 




37.5 


14 




18.75 


30.6 




9.38 


50.6 


CHO-t-PA 


0.5 






0.25 


8.75 




0.125 


14.3 




0.0675 


22.3 



Beispiel 4 

Vergleich der Fibrinbindung von CHO-t-PA, r-PA und r-PA (KHRR296— 299AAAA) 

CHO-t-PA, r-PA und r-PA (KHRR296 — 299 A AAA) wurden gegen 0,5 M Arginin/H 3 P0 4 , pH 7,2 dialysiert und 
auf eine Proteinkonzentration von 0,15 mg/ml eingestellt Alle Proben wurden mit 0,05 M Tris/HCl, pH 7,5, 0,15 
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M NaCl 0 01% Tween 80® auf eine Proteinkonzentration von 1,5 ug/ml eingestellt. Jewells 100 ul der Proben 
wurden mit 770 ul Testpuffer, 100 ul Fibrinogen (Endkonzentration wie in der Abbildung angegeben) 10 ^1 BSA 
(100 mg/ml H 2 0), 10 ill Thrombin (100 Units/ml), 10 ul Aprotinin (3,75 mg/ml H 2 0) gemischt und 1 n bei 37 C 
inkubiert Der gebildete Clot wurde durch Zentrifugation (13.000 UPM, Sigma Zentrifuge) abgetrennt und die im 
Oberstand vorhandene Enzym-Menge uber ELISA bestimmt. FQr jedes Protein wurde eine eigene Eichkurve 

Ergebnis: r-PA und r-PA (K.HRR296- 299 AAAA) weisen eine identische Fibrinbindung auf, die sich deutlich 
von der Fibrinbindung von CHO-t-PA unterscheidet (Fig. 2). 

Beispiel 5 

Vergleich der Hemmung von r-PA, CHO-t-PA und r-PA (KHRR296 — 299 AA AA) durch PAI-1 

r-PA Actilyse* und r-PA (KHRR296— 299AAAA) wurden mit 0,01 M Tris/HCl, pH 7,5, 0,015% Tween 80® so 
verdtinnt, daB sie im plasminogenolytischen Assay eine Extinktion von 0,7-0,9 (Wellenlange 405 nm) nach 2 h 
erreichten. 40 id der verdunnten Probe wurden mit 40 ul PAI-1 gemischt und 15 mm bei 25 C inkubiert 25 jil der 
Probe wurden in den plasminogenolytischen Test eingesetzt. Die Bestimmung erfolgte nach Lih et al. (1987) (23). 

Ereebnis- r-PA und CHO-t-PA werden durch PAI-1 vergleichbar gehemmt Eine vollstandige Hemmung der 
beiden Enzyme wurde mit ca. 50 U/ml PAI-1 erreicht Im Gegensatz dazu konnte r-PA (KHRR296— 299AAAA) 
nur partiell gehemmt werden (Tabelle 5, Fig. 3). 

Tabelle 5 



PAI-1 
U/ml 


Relative Aktivitfit (%) 






r-PA 


r-PA (T<HRR) 


CHO-t-PA 


0 


100 


100 


100 


5 . 


96 


90 


91 


10 


72 


76 




30 


33 


51 


17 


40 


12 


43 


5 


50 


8 


37 


4 


60 


6 


36 


3 


80 


4 


35 


2 


100 


2 


30 


2 


150 


2 


28 


1 



Beispiel 6 

In vivo Charakterisierung von rPA-(KHRR296— 299AAAA) 

Zur Priifung der thrombolytischen Potenz und Effizienz wurde das von D. Coilen (1983) (21) etablierte 
Kaninchenmodell der Halsvenenthrombolyse angewandt. Alteplase (rekominanter glykosylierter Gewebe-Plas- 
minogenaktivator aus CHO-Zellen, kommerzieU erhaltiich als Actilyse® von der Firma Thomae, Biberach, 
Deutschland), r-PA (KHRR296 — 299 AAAA), oder Losungsmittel (0^ M Argininphosphatpuffer) wurden den 
Kaninchen intravenos verabreicht: 10% der Gesamtdosis wurde anfanglich als uv. Einmalbolusmjektion gege- 
ben, der Rest uber 4 h dauerinfundiert (6 ml/h). Im AnschluB an die Infusion wurde 4 h nach Beginn der Therapie 
der Restthrombus entfernt und das AusmaB der Thrornbusauflosung (Thrombolyse) mittels der Abnahme der 
Radioaktivitat im Thrombus bestimmt. . 

Alteplase wurde in einer Dosis von 1 mg/kg untersucht, r^PA (KHRR296- 299 AAAA) wurde in Dosen von 
0 3-1 und 7 mg/kg verabreicht. Das Losungsmittel wurde in einer Volumendosis von 26,7 ml appliziert. Zusatzh- 
che Experimente wurden mit Lv. Bolus-Injektion von r-PA (KHRR296 — 299 AAAA) durchgefuhrt (1 mg/kg; 
nach 2 h Messung der Thrombolyse). Plasmaproben wurden vor, wahrend und nach der Infusion bzw. Bolusin- 
jekton wiederhoh gewonnen. Die plasminogenolytische Aktivitat wurde mit einem spektrophotometnschen 
Test nach Lill (1987) (23) gemessen. Die Halbwertszeit wurde mit graphischen Methoden der halbloganthmi- 
schen Plasmakonzentrationszeitkurve entnommen. Fibrinogen wurde nach Ciauss bestimmt 
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Ergebnisse 

Eine Zusammenf assung der Ergebnisse ist der nachfolgenden Tabelle zu entnehmen: 

Tabelle 6 



Substanz 


Dosis 
(mg/kg) 


Infusion Oder 

OOiUS 


l nromDOiyse 


Fibrinogen 


zentraiion 
(U/ml) 


Losungsmittel 




Infusion 


17 


104 


6,2 


Alteplase 


1 


Infusion 


65 


81 


178,8 


rPA (KHRR296 
-299AAAA) 


0,3 


Infusion 


38 


94 


13,4 


1 


Infusion 


62 


84 


53,3 


7 


Infusion 


91 


<25 


153 




1 


Bolus 


56 


80 





Mittelwert von 2-3 Experirdenten pro Gruppe 



Bei 1 mg/kg r-PA (KHRR296 — 299 AAAA), gegeben als 4-h Infusion oder als Lv. Einmalbolusinjektion, wurde 
die gleiche thrombolytische Potenz und Effizienz wie bei 4-h Infusion der gleichen Dosis von 1 mg/kg Alteplase 
gefunden. Auch die Reduktion des Plasmafibrinogens war vergleichbar zwischen r-PA (KHRR296— 299 AAAA) 
und Alteplase. Oberraschenderweise fand sich bei der 4-h Infusion von r-PA (FLHRR296— 299 AAAA) nur ein 
Dritte! der Plasmakonzentration von Alteplase, trotzdem wurde der gleiche thrombolytische Effekt gefunden. 
Eine weitere Uberraschende Beobachtung war, daB Tiere mit 1 mg/kg r-PA (KHRR296— 299 AAAA) nicht aus 
den Wunden am Hals bluteten, die bei der Preparation entstehen, wahrend bei 1 mg/kg Alteplase diese Blutun- 
gen typischerweise auftraten. 

r-PA (KHRR296 — 299 AAAA) hatte nach i.v. Bolusinjektion von 1 mg/kg am Kaninchen eine dommante 
Halbwertszeit von 15 min (siehe Abb. la und lb). Diese Halbwertszeit ist funfmal langer als die Halbwertszeit (3 
min) von Alteplase nach i.v. Bolusinjektion von 1 mg/kg (Martin et al, Thromb Res 1991 ; 62: 137— 146) (24). 

Zusammenf assend stellt sich r-PA (KHRR296— 299 AAAA) als ein thrombolytisch aktives Protein dar, das im 
Vergleich mit Alteplase eine 5-maI langere Halbwertszeit aufweist Damit ist r-PA (KHRR296— 299 AAAA) fur 
die Verabreichung als i.v. Bolus geeignet und erzielt die gleiche thrombolytische Wirkung wie die Standardinfu- 
sion von Alteplase bei der gleichen Dosis von 1 mg/kg. Uberraschenderweise zeigten sich bei der Therapie mit 
r-PA (KHRR296 — 299 AAA A) keine sonst ublichen Blutungen aus den Schnittwunden am Hals, obwohl sich die 
Fibrinspezifitat von r-PA (KHRR296— 299 AAAA) nicht von der von Alteplase unterscheidet. Diese Eigenschaft 
hat groBe Bedeutung fur die Verbesserung des Sicherheitsprofils neuer thrombolytisch aktiver Substanzen, da es 
die sonst bei Thrombolytika, wie z. B. Alteplase, Obliche Blutungsnebenwirkung verringert oder sogar beseitigt. 
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Patentanspruche 

1. Nicht glykosyliertes Gewebsplasminogenaktivator(t-PA)-Derivat ? welches die wesentiichen Teile minde- 
stens einer Kringledomane und eine B-Kette von t-PA enthalt, dadurch gekennzeichnet, daB die Amino- 
sauren 296—299 (Lys-His-Arg- Arg) jeweils gegen ein Alanin ausgetauscht sind. 

2. Gewebsplasminogenaktivator-Derivat nach Anspruch l t dadurch gekennzeichnet, daB die Fingerdomane 
und/oder die Epidermal Growth Factor-Domane deletiert sind. 

3. Gewebsplasminogenaktivator-Derivat nach den Anspruchen 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Kringledomane Kl oder K2 deletiert ist 

4. Gewebsplasminogenaktivator-Derivat nach den Anspruchen 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Fingerdomane, die Epidermal Growth Factor-Domane und Kringle 1 deletiert sind und als aktive Domanen 
die K2- und die Proteasen-Domane noch vorhanden sind 

5. Verfahren zur Herstellung eines Gewebsplasminogenaktivator-Derivats nach den Anspruchen 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, daB ein Expressionsvektor, der eine Nukleinsauresequenz, welche fur den ge- 
wunschten Plasminogenaktivator codiert, enthalt, in einer prokaryontischen Wirtszelle exprimiert, das 
enistandene Protein isoliert wird und, falls es in inaktiver Form entstanden ist, solubilisiert und aktiviert 
wird. 

6. Verwendung eines nicht-glykosylierten Gewebsplasminogenaktivator-Denvats nach den Anspruchen 1 
bis 4 zur Herstellung eines Therapeutikums zur Behandlung von thromboembolischen Erkrankungen. 

7. Verwendung gemaB Anspruch 6 zur Herstellung eines Therapeutikums zur Behandlung von tiefen 
Venenthrombosen, Myocardinfarkt oder Hirninfarkt 

8. Verwendung gemaB den Anspruchen 6 und 7, dadurch gekennzeichnet, daB das Therapeutikum eine 
effektive Menge des nicht-glykosylierten Gewebsplasminogenaktivator-Derivats von 0,1 bis 7 mg/kg Kor- 
pergewicht als Dosis enthalt. 

9. Verwendung nach den Anspruchen 6 bis 8 zur Herstellung eines Therapeutikums, welches als Mehrfach- 
bolus im Zeitintervall zwischen 20 und 180 Minuten angewendet wird. 

10. Verwendung nach den Anspruchen 6 bis 9 in {Combination mit einem Hemmstoff der Gerinnung 
(Antikoagulans) oder einem Hemmstoff der Plattchenaggregation. 

11. Pharmazeutische Zusammensetzung eines nicht-glykosylierten Gewebsplasminogenaktivator-Denvats 
nach den Anspruchen 1 bis 4, enthaitend ein pharmazeutisch akzeptables Salz in einer isotonischen Losung. 

12. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 1 1, welche einen pH-Wert von 5,5 bis 7,5 besitzL 

13. Pharmazeutische Zusammensetzung nach den Anspriichen 11 und 12, dadurch gekennzeichnet, daB sie 
einen Hemmstoff der Gerinnung (Antikoagulans) oder einen Hemmstoff der Plattchenaggregation enthalt. 
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